



的时期( 24h~ 44h) , 两者有一定相关性。
图 2  CHB1菌株生长与产蛋白酶曲线
Fig. 2 Curves of CHB1 growth and protease production
3  讨论
3. 1 对固体平板上产酶特性的初步研究表明, CHB1 具有较
全的酶系且在蛋白酶选择培养基上的透明圈最大[ 6] , 因此本
文重点研究 CHB1 液体发酵产蛋白酶特性。通过对 CHB1 产
蛋白酶条件的优化, CHB1发酵液酶产量最高可达 48UPmL, 是
所报道多数嗜热细菌产蛋白酶量的 2~ 12 倍[16, 17] 。
3. 2 高温菌所产生的蛋白酶具有很高的热稳定性, 并具有耐
热变性剂、耐有机溶剂等优点, 在工业应用中显示出广泛和重
要的应用价值[18- 20] 。但是高温蛋白酶一般产量低, 生产成本
高[21] 。本文通过 CHB1 产酶条件的优化, 使蛋白酶产量有较
大提高,为增强 CHB1 在堆肥化中的应用效果具有重要意义。
此外,也为探究 CHB1 在其他方面的应用提供了理论依据。
3. 3 前期在 CHB1 液体发酵工艺等研究中,对 CHB1 与嗜热脂
肪芽孢杆菌两菌株的一些特点作了对比,初步确定 CHB1 与嗜
热脂肪芽孢杆菌为不同的菌株[7] 。本文对 CHB1 产酶条件研
究表明,Tween- 80 在 0. 05% ~ 0. 5%浓度范围内对 CHB1 产蛋
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摘要:目的: 考察产酸克雷伯氏菌(Klebsielal oxytoca HP1)耐氧产氢特性及其可溶性氢酶的氧耐受特性。方法: 研究K . oxytoca
HP1在不同气相氧浓度条件下利用葡萄糖( 1% , mPv)、丙酮酸钠( 0. 5% , mPv)及甲酸( 0. 1% , vPv)等底物产氢活性的以及 K . oxyto-
ca HP1 可溶性氢酶在空气及氧饱和溶液中催化产氢活性。结果: K . oxytoca HP1 在葡萄糖( 1% , mPv)底物中具有较高耐氧产氢活
性, 6h 内在气相氧浓度为 5%、10%和 21%条件下的氢产量分别为厌氧条件下的20. 9%、13. 7%、8. 3% ; K . oxytoca HP1 可溶性氢
酶在空气中孵育 12h 后,其活性残余 85. 4% , 在氧饱和溶液中活性损失一半约 3h。结论:试验结果提示 K . oxytoca HP1 具有耐氧
产氢特性,其可溶性氢酶具有较高氧耐受性, 在氢能源的开发中具有潜在的应用前景。
关键词:产酸克雷伯氏菌; 氢酶;耐氧; 产氢
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Study on Hydrogen Production Activity of Klebsielal oxytoca HP1 and Stability
of Its Soluble Hydrogenase under Atmosphere with O2
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Abstract: Objective: To study the hydrogen production activity of K . oxytoca HP1 under condition with oxygen stress and the oxygen tolerance
ability of its soluble hydrogenase. Method: The hydrogen production activity of K . oxytoca HP1 incubated in glucose ( 1% , mPv) , sodium pyru-
vate ( 0. 5% , mPv) or formate ( 0. 1% , vPv) under atmosphere with 0% , 5% , 10% and 21% O2 were studied on, and the remain activity of its
soluble hydrogenase incubated in air or pure O2 during 0- 12h were studied on. Result: The results show that K . oxytocaHP1 has high hydrogen
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production activity in glucose ( 1% , mPv) substrate under atmosphere with oxygen. Compared to in anaerobic condition, the hydrogen production
of K . oxytoca HP1 under atmosphere with 5% , 10% and 21% oxygen was 20. 9% , 13. 7% and 8. 3% respectively in 6h. The soluble hydroge-
nase from K . oxytoca HP1 exhibits considerable oxygen toleration ability, the remain activity was 85. 4% after the hydrogenase exposure to air
12h and its activity lost half after the hydrogenase exposed to oxygen 3h. Conclusion: These results suggest that K . oxytoca HP1 and its soluble
hydrogenase have potential to be applied in hydrogen production and application.
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电解水产氢和H2 - O2 燃料电池催化材料,而且具有廉价、可
再生、低一氧化碳毒性等优点[ 3, 4] 。但氢酶对分子氧极为敏
感[5- 7] ,普通氢酶在 1%的氧分压下即迅速失活, 而光解水产
氢和电解水产氢的过程都伴随着氧的释放, H2 - O2 燃料电池
也需要氧作为氧化剂。因此, 提高氢酶的氧耐受性对氢能源
的开发和有重要意义。产酸克雷伯氏菌 ( Klebsielal oxytoca
HP1)为作者实验室自 65 e 温泉中分离的嗜热菌株, 其在葡萄





1. 1. 1  实验材料
K . oxytoca HP1 由本实验室分离并保存, Escherichia coli
DH5A由本实验室保存。
1. 1. 2  试剂
甲基紫晶( methyl viologen, MV )购自 Sigma公司, 其余试剂
为国产分析纯。
1. 1. 3  仪器
H250氢电极检测系统, 丹麦 Unisense 公司产品; HX-
1050恒温循环水浴仪, 北京德天佑科技公司产品; JY92- IID
超声波破碎仪, 宁波新芝公司产品; L- 100XP 超速离心机,
Beckman公司产品。
1. 1. 4  培养基
生长培养基( L- 1 ) : 酵母膏 5g,蛋白胨 10g ,氯化钠 5g, 葡萄
糖 5g。
1%葡萄糖产氢缓冲液 ( L- 1 ) [ 8] : 葡萄糖 10g, NaCl 3g ,
MgCl2 0. 10g, FeSO4 # 7H2O 0. 1g , Na2HPO4 # 12H2O 14. 33g ,
KH2PO4 3. 63g, pH 6. 98。
0. 5%丙酮酸钠产氢缓冲液( L- 1) : 丙酮酸钠 5g, NaCl 3g ,
MgCl2 0. 10g, FeSO4 # 7H2O 0. 1g , Na2HPO4 # 12H2O 14. 33g ,
KH2PO4 3. 63g, pH 6. 85。
0. 1% 甲酸产氢缓冲液 ( L- 1 ) : 甲酸 1ml, NaCl 3g , MgCl2
0. 10g, FeSO4 # 7H2O 0. 1g, Na2HPO4 # 12H2O 14. 33g, KH2PO4
3. 63g, pH 6. 28。
1. 2 方法
1. 2. 1  生长培养
将 K . oxytoca HP1 及 E . coli DH5A接种于装有 50ml生长
培养基的 140ml血清瓶, 瓶内充满氩气, 37e 、130rPmin 条件下
厌氧培养 24h。
1. 2. 2 产氢分析[ 8]
按文献[ 8]所描述的方法分析菌株产氢活性。
1. 2. 3 可溶性氢酶制备
取1 000ml细菌培养液, 离心收菌体( 4 000g, 10min) , Tris-
HCl缓冲液( 50mmolPL, pH 7. 5)洗一次, 重悬于菌体 10ml Tris-
HCl缓冲液, 超声波破碎细胞, 离心去除菌体残片 ( 12 000g,
30min) , 然后超速离心 ( 160 000g, 1h)去除细胞亚结构, 取上清
用于测试。
1. 2. 4 氢酶活性分析
采用甲基紫晶( MV)作为电子载体, 以连二亚硫酸钠作为
还原剂, 使用UNISENSE 氢电极检测系统检测氢酶产氢活性。
反应体系包括 Tris- HCl缓冲液( pH 8. 0, 30mmolPL)、终浓度
7. 5mmolPL的 MV、终浓度为 25mmolPL Na2S2 O4 的反应体积为
1ml。使用恒温循环仪控制温度, 在 30e 下进行。电极检测到
的产氢数据用软件记录, 氢酶溶液中的蛋白含量用 Bradford 法
测定,样品的氢酶活性用每 g 蛋白每 h 的产氢量 ( mmol H2#g
prot- 1#h- 1 )表示。分析氢酶耐氧特性时,取氢酶上清液 5ml置
于 25ml血清瓶中, 置于 37e , 通纯氧鼓泡以使溶液中的氧饱
和(测定空气对氢酶酶活的影响时, 直接将氢酶溶液暴露在空
气中) ,每隔 2h 测定其催化放氢的活性, 并计算各时间点酶活
性残留百分数(通氧 t h 酶活残留= 通氧 t h 酶活P原初酶活 @
100% ) ,各样品做 2 个平行样。
2  结果与分析
2. 1  K . oxytoca HP1 菌株在不同底物中的耐氧产氢活性
K . oxytoca HP1 能利用不同底物在不同氧浓度条件下产
氢(表1) , 前6h K . oxytoca HP1 在5%、10%和 21%的气相氧条
件下利用葡萄糖( 1% , mPv)氢产分别为厌氧条件下的 20. 9%、
13. 7%、8. 3% ,利用丙酮酸钠 ( 0. 5% , mPv)产氢分别为厌氧条
件下的 9. 3%、5. 8%和 2. 9% , 利用甲酸( 0. 1% , vPv)产氢分别
为厌氧条件下的 11. 5%、5. 9%和 2. 9%。至 30h, K . oxytoca
HP1 在 5%、10%和 21%的气相氧条件下利用葡萄糖 ( 1% , mP
v)氢产分别为厌氧条件下的 29. 1%、16. 7%、12. 1% , 利用丙酮
酸钠( 0. 5% , mPv)产氢量分别为厌氧条件下的 14. 4%、8. 1% 和
3. 3% ,利用甲酸( 0. 1% , vPv)产氢分别为厌氧条件下的 9. 4%、
4. 4%和 2. 5%。
表 1 K . oxytoca HP1利用不同底物耐氧产氢




in gas phage( % )
Yield of hydrogen production ( mmol H2#g dw- 1 )
6h 12h 18h 24h 30h
1% ( mPv) 0 28. 05 52. 93 69. 12 79. 81 84. 56
glucose 5 5. 85 11. 67 17. 42 21. 58 24. 61
10 3. 85 7. 33 10. 75 12. 63 14. 26
21 2. 33 4. 92 7. 89 9. 47 10. 22
0. 5% ( mPv) 0 27. 46 51. 28 69. 02 72. 82 73. 42
sodium 5 2. 55 4. 19 6. 96 8. 95 10. 60
pyruvate 10 1. 60 3. 14 4. 38 5. 27 5. 95
21 0. 81 1. 50 1. 99 2. 35 2. 45
0. 1% ( vPv) 0 39. 82 50. 64 52. 84 51. 79 51. 83
formic 5 4. 58 5. 42 5. 18 5. 05 4. 88
acid 10 2. 34 2. 50 2. 38 2. 33 2. 30
21 1. 15 1. 38 1. 30 1. 32 1. 30
  E . coli DH5A在无氧条件下能利用葡萄糖( 1% , mPv)、丙酮
酸钠( 0. 5% , mPv)和甲酸( 0. 1% , vPv)产氢。前 6h, 在甲酸中的
产氢活性最高, 为 7. 98mmol H2#g dw
- 1, 利用葡萄糖和丙酮酸
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钠产氢活性较低,分别为 2. 18mmol H2#g dw
- 1和 0. 94mmol H2#
g dw- 1。至 18h, E . coli DH5A利用葡萄糖 ( 1% , mPv)产氢为
15. 58mmol H2 # g dw
- 1 , 与 E . coli BW25113 菌株 24LmolPmg
protein[ 15] (经测定, 每 g 菌体干重含蛋白 0. 6g )的结果较为一
致。而在 5%、10%和 21%的气相氧条件下 E . coli DH5A不能
利用任何底物产氢(表 2)。
表 2  E . coli DH5A利用不同底物耐氧产氢




in gas phage( % )
Yield of hydrogen production ( mmol H2#g dw- 1)
6h 12h 18h 24h 30h
1% ( mPv) 0 2. 18 9. 23 15. 58 19. 82 22. 00
glucose 5 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
0. 5% ( mPv) 0 0. 94 3. 03 8. 64 26. 28 26. 64
sodium 5 0 0 0 0 0
pyruvate 10 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
0. 1% ( vPv) 0 7. 98 19. 78 29. 91 30. 63 31. 44
formic 5 0 0 0 0 0
acid 10 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
  K . oxytoca HP1在耐氧产氢过程中对气相中的氧有一定
消耗(表 3) , 在前 6h 气相中氧浓度仍维持较高水平, 在 5%、
10%和 21%的气相氧条件下利用葡萄糖 ( 1% , mPv)产氢样品
气相中剩余氧浓度分别为 3. 20、6. 93 和 18. 35, 利用丙酮酸钠
( 0. 5% , mPv)产氢样品气相中剩余氧浓度分别为 3. 25、6. 94 和
18. 92, 利用甲酸( 0. 1% , vPv)产氢样品气相中剩余氧浓度分别
为 2. 78、6. 54 和19. 14。至 30h, 在 5%、10%和 21%的气相氧条
件下利用葡萄糖( 1% , mPv)产氢样品气相中剩余氧浓度分别
为 1. 61、4. 40 和 12. 18, 利用丙酮酸钠 ( 0. 5% , mPv)产氢样品气
相中剩余氧浓度分别为 1. 45、3. 38和 14. 12,利用甲酸( 0. 1% ,
vPv)产氢样品气相中剩余氧浓度分别为 3. 11、6. 84 和19. 05,此
结果说明 K . oxytoca HP1 在不同气相氧浓度条件下利用不同
底物所产氢不是在氧耗尽之后产生。
表 3  K . oxytoca HP1耐氧产氢过程氧消耗
Tab. 3  The oxygen consumption of K . oxytoca HP1 during hydrogen produc-
tion
subst rates
the oxygen concentration in gas phage ( % )
0h 6h 12h 18h 24h 30h
1%( mPv) 5 3. 20 2. 99 2. 14 1. 72 1. 61
glucose 10 6. 93 6. 47 5. 65 4. 98 4. 40
21. 03 18. 35 16. 88 14. 72 13. 38 12. 18
0. 5% ( mPv) 5 3. 25 3. 23 2. 73 2. 16 1. 45
sodium 10 6. 94 6. 02 4. 75 3. 95 3. 38
pyruvate 21. 03 18. 92 17. 05 15. 35 14. 17 14. 12
0. 1% ( vPv) 5 2. 78 2. 65 2. 95 3. 07 3. 11
formic 10 6. 54 6. 34 6. 53 6. 58 6. 84
acid 21. 03 19. 14 18. 63 18. 80 18. 98 19. 05
2. 2 K . oxytoca HP1可溶性氢酶氧耐受特性
图 1显示 K . oxytoca HP1 可溶性氢酶具有很高耐氧活性。
在空气中孵育 12h 后, 其氢酶活性残余 85. 4%。在氧饱和溶
液中4h后 K . oxytoca HP1 氢酶活性为原初活性的 43. 8% , 8h
后残留活性为18. 3% , 12h 后残余活性为8. 8% , 其活性损失一
半的时间约为 3h。
3  讨论




性,在 5% 氧浓度条件下, 其产氢活性可达厌氧条件下的
20. 9% ,在 21% 氧分压条件下产氢活性达厌氧条件下的 8.
3% , 大规模发酵制氢环境中仅存在微量的氧, 因此该菌株在
发酵制氢中具有潜在的应用前景。
图 1 K . oxytoca HP1可溶性氢酶氧稳定性
Fig. 1  Oxygen toleration ability of soluble hydrogenase from K . oxytoca HP1
一些极端环境中分离到的产氢微生物大多含有耐热、耐
氧特性的氢酶[ 11- 15] 。Pyrococcus furiosus 最适产氢温度为 97e ,
在空气环境中其可溶性氢酶活性损失一半的时间约 6h[15] 。
Thermotoga maritima 为生长在 97e 的嗜热细菌, 其可溶性氢酶
有很强的热稳定性, 但其对氧极端敏感, 在空气中轻微振荡
15s 其活性即损失 80%。Hirof umi N. [ 11] 从深海环境中筛选到
一株产氢细菌 Hydrogenov - ibrio marinus , 其膜结合态氢酶在空
气环境和 70e 条件下孵育 50min还剩余 90%的活性 ,而 Alcali-
genes eutrophus [11] 氢酶在空气中孵育 2 h 后只有 23% 的活性。
Aquifex aeolicus 分离自 85 e 环境, 其 hyd Ñ 具有很高的氧耐受
性, 在 0e 条件下曝氧 24h,其活性只损失 50% , 但其氢酶Ó 对
氧较敏感[ 12] 。K . oxytoca HP1是一株分离自 65e 环境中的高
产氢嗜热菌, 其可溶性氢酶在室温条件下暴露在空气中 12h 尚
能保持原初活性的 85. 4% , 而在氧饱和环境条件下, 其活性损
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稀土元素对鲤鱼黏液细胞作用的时效关系研究
张贵生
(菏泽学院生命科学系, 山东 菏泽 274015)
摘要:目的: 探讨镧对鲤鱼黏液细胞的作用。方法:利用阿新蓝过碘酸雪夫试剂( AB- PAS)染色方法,研究了 0. 1mgPL La3+ 暴
露 1d、3d、6d、30d、120d 时对鲤鱼黏液细胞的影响。结果表明: 在La3+ 暴露 1、3、6d 时,口腔、鳃、中肠、后肠黏液细胞密度低于或显
著低于相应对照组黏液细胞的密度。口腔和鳃在暴露 3d 时, 中肠在暴露 6d 时, 黏液细胞密度最低, 分别比对照组降低了
36. 12%、48. 02%和 21. 87% ;当暴露 30d 和 120d 时,与相应对照组相比, 黏液细胞密度均有大幅度提高, 且显著高于对照( P< 0. 01
或P< 0. 05)。鳃和后肠在暴露 30d 时, 口腔、前肠、中肠在暴露 120d 时, 黏液细胞密度最高, 分别比对照组提高了 23. 03%、
24. 62%、26. 53%、32. 07%和 40. 84%。结论:一定时间的镧暴露,可明显诱导黏液细胞的增殖。
关键词:镧; 鲤鱼;黏液细胞
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Time- effect Relationship Research on the Effect of Mucous
Cells by Rare- Earth Elements in Cyprinus carpio Linnaeus( C. carpio)
ZHANG Gui- sheng
(Department of Life Science, Heze College, Heze 274015, China)
Abstract: Objective: The impact of rare- earth element to the mucous cells of Cyprinus carpio Linnaeus( C. carpio) was studied. Method: The
studies were carried out on the effect of La3+ exposed for 1d, 3d, 6d, 30d, 120d at the concentration of 0. 1 mgPL La3+ on the mucous cells of
Cyprinus carpio Linnaeus( C. carpio) by method of AB- PAS combined staining. Result: La3+ resulted in decreasing or obvious decreasing of mu-
cous cells densities in comparison with control group in oral cavity, gill, middle intestine and retrial intestine of C . carpio, when La3+ was ex-
posed for 1d, 3d, 6d. Densities of mucous cells in oral cavity and gill at the third day and middle intestine at sixth day were lowest and reduced
36. 12% , 48. 02% and 21. 87% respectively in comparison with control group; Mucous cells densities in different parts of alimentary tract were
obviously increasing in comparison with control group ( P< 0. 01 or P< 0. 05) , when La3+ was exposed for 30d and 120d. Densities of mucous
cells in gill and retrial intestine at the 30th day and in oral cavity, former intestine and middle intestines at 120th day were raised 23. 03% , 24.
62% , 26. 53% , 32. 07% and 40. 84% respectively in comparison with control group. Conclusion: Increasing of mucous cells number was in-
duced by La3+ exposed for a certain time.
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进鱼类生长[ 3] , 提高鱼类的抗病能力[ 4] 。本实验选用我国养






1. 1. 1  实验材料
鲤鱼( Cyprinus carpio Linnaeus)由菏泽市刘寨乡刘寨种鱼
养殖厂提供, 体长 12. 00 ? 0. 30cm, 体重 20. 25 ? 3. 59g。
1. 1. 2 试剂
LaCl3、苦味酸、甲醛、二甲苯、无水乙醇、95% 的乙醇、阿新
蓝、过碘酸等,均为国产分析纯;
1. 1. 3 仪器
NC303- 7型电热恒温箱、HHS2- 4型电热恒温水浴锅、切
片机等。
1. 2  方法
1. 2. 1 实验材料的培养与处理
将鲤鱼在无离子水中驯养 1w。然后随机取 24 尾和 10 尾
分别置于含 25L 和 10L 0. 1mgPL LaCl3 溶液的塑料桶中, 再取
10尾置于含 10L 无离子水的塑料桶中作为对照, 充氧机充氧,
每日上午喂金鱼饵料(不含稀土元素)一次, 每 2d 换水一次,
水温 10~ 15 e 。
1. 2. 2 切片的制作和观察
在暴露 1d、3d、6d、30d 时, 从放置 24 尾的0. 1mgPL La3+ 处
理组中每次随机取 6 尾, 在暴露 120d 时, 从放置 10 尾的
0. 1mgPL La3+ 处理组及对照组中各随机取鲤鱼 6 尾, 解剖取其
鳃、口腔上皮 (咽磨前部)、前肠、中肠、后肠, 用 0. 65%的生理
盐水冲洗, Bouin. s 液固定,常规石蜡切片, 切片厚度 6Lm,阿新
蓝和过碘酸雪夫式 ( AB- PAS)染色( AB 染液 pH 2. 6) [ 5] , 黏液
细胞呈现四类不同的颜色, 据此可将鲤鱼黏液细胞分为四种
类型[6] : Ñ 型, 呈红色; Ò 型, 呈蓝色; Ó 型, 呈紫红色; Ô 型, 呈
蓝紫色(图 1)。
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